



























換えエンドウ（transgenic ﬁeld pea）より AI を精製










Structures of sugar chains in α-amylase inhibitors from  
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We isolated an α-amylase inhibitor （AI） from transgenic ﬁeld pea in which a Tendergreen α-amylase 
inhibitor gene was transduced and the sugar chain structures of AIs from transgenic field pea and 
Tendergreen bean were compared.  Plural electrophoretic bands were found in each AI and each subunit of 
each AI and these electrophoretic patterns were different between transgenic field pea and Tendergreen. 
However, each subunit with the deglycosylation using TFMSA showed single band.
The structure of a major sugar chain of α subunit of Tendergreen AI was M9. Structures of major sugar 
chains of α subunit of transgenic ﬁeld pea AI were M8 and M9.  On the other hand, major sugar chains in 
the βsubunits were the same, but the compositions were slightly different.  Transgenic field pea AI and 
Tendergreen AI have heterogeneity in the composition of the binding sugar chains.






Tendergreen（Phaseolus vulgaris L.）とTendergreen 
AI 導入 transgenic ﬁeld pea（Pisum sativum L.）粉末
試料は，Dr. Higgins（CSIRO Plant Industry, 
Australia）よりご供与頂いた．
2．AIの調製とサブユニットの分離
Tendergreen AI 及び transgenic ﬁeld pea からの AI 
（Field pea AI）の調製及びそれぞれの AI からのサ














酸と共に 0℃で 2.5 時間反応させた後，ドライア
イス－エタノール中で 80％ピリジンを加え中和










PA 化糖鎖は，PALPAK Type S カラム（0.46×25 
cm，タカラバイオ（株））を用いる size-fractionation 
HPLC で分離した．溶出は A 液：3％酢酸 - トリ
エチルアミン（pH 7.3）／アセトニトリル，35 /65
（v /v）で平衡化したカラムに B 液：3％酢酸－ト
リエチルアミン（pH 7.3）／アセトニトリル，
50 /50（v /v）を 0－60％ B，30 min の linear gradient
で行った．カラム温度は 40℃，流速は 1.0 ml /
min，検出は励起波長 320 nm，測定波長 400 nm
で蛍光強度を測定した．標準 PA 化糖鎖は，タカ
ラ バ イ オ（株）製 の PA-Sugar Chain M2 ～ M9，
M2，Man α 1-6Man β 1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-
PA；M3，Man α 1-6（Man α 1-3）Man β
1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-PA；M4B，Man α 1-6
（Man α 1-3）Man α 1-6Man β 1-4GlcNAc β
1-4GlcNAc-PA；M5A，Man α 1-6（Man α 1-3）
Man α 1-6（Man α 1-3）Man β 1-4GlcNAc β
1-4GlcNAc-PA；M6B，Man α 1-6（Man α 1-3）
Man α 1-6（Man α 1-2Man α 1-3）Man β
1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-PA；M7B，Man α 1-6
（Man α 1-3）Man α 1-6（Man α 1-2Man α
1-2Man α 1-3）Man β 1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-
PA；M8A，Man α 1-2Man α 1-6（Man α 1-3）
Man α 1-6（Man α 1-2Man α 1-2Man α 1-3）Man
β 1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-PA；M9A，Man α
1-2Man α 1-6（Man α 1-2Man α 1-3）Man α 1-6
（Man α 1-2Man α 1-2Man α 1-3）Man β
1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-PA を用いた．
結果及び考察
1．Tendergreenと transgenic ﬁeld peaからの AI
の精製とそれぞれのサブユニット
Tendergreen 及び transgenic ﬁeld pea から AI を調
製した．それぞれの AI からは，更にサブユニッ
トαとβを分離した．得られた AI について SDS-
PAGE を行い純度を検討した．Fig.1 に示すよう
に Tendergreen AI（Lane 1）と Field pea AI （Lane 2） 
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Tendergreen と遺伝子組換えエンドウ由来α－アミラーゼインヒビターの糖鎖構造
－31－
Fig.  1.  SDS-PAGE patterns of Tendergreen and Field pea α－ amylase inhibitors and their subunits.
Lane 1  α－ AI protein from tendergreen bean seed 
Lane 2  α－ AI protein from transgenic ﬁeld pea seed
Lane 3  α－ subunit of α－ AI protein from tendergreen bean seed
Lane 4  α－ subunit of α－ AI protein from transgenic ﬁeld pea seed
Lane 5  β－ subunit of α－ AI protein from tendergreen bean seed
Lane 6  β－ subunit of α－ AI protein from transgenic ﬁeld pea seed
Fig.  2.  SDS-PAGE patterns of α－ amylase inhibitors and subunits before and after deglycosylation treatments. 
（A） Tendergreen AI
Lane 1  Tendergreen AI
Lane 2  α－ subunit of tendergreen AI
Lane 3  triﬂuoromethanesulfonic acid-treated α－ subunit
Lane 4  β－ subunit of tendergreen AI
Lane 5  triﬂuoromethanesulfonic acid-treated β－ subunit
（B） Field pea AI
Lane 1  Field pea AI
Lane 2  α－ ubunit of ﬁeld pea AI
Lane 3  triﬂuoromethanesulfonic acid-treated α－ subunit
Lane 4  β－ subunit of ﬁeld pea AI
Lane 5  triﬂuoromethanesulfonic acid-treated β－ subunit










Tendergreen AI 及び Field pea AI 各々のサブユ
ニットにグリコペプチダーゼ A を作用させ，糖
鎖を切り出した後 PA 化糖鎖を調製した．PA 化
糖鎖のサイズ分画 HPLC の結果を Fig.3 に示す．
標準 PA 化糖鎖には構造既知のオリゴマンノース
型糖鎖を用いた．αサブユニット（A）では，11 種
の主要なピークが得られ，ピーク 1 ～ 11 と命名
した．両 AI の HPLC パターンは，異なっており
特にピーク 8 ～ 11 が著しく異なっていた． 




pea AI の主要な糖鎖は，ピーク 10 と 11 であり，
糖鎖はそれぞれ M8 と M9 と推定された．存在比
は，ピーク 10 が 21.8％，ピーク 11 が 26.6％であっ
た．βサブユニット（B）では，10 種のピークが得
られ，ピーク 1 ～ 10 と命名した．両 AI の主要
糖鎖は，ピーク 2 と 3 であったが，存在比は AI
により異なっていた．即ち Tendergreen AI では，
ピーク 2 が 26.8％ ，ピーク 3 が 29.3％であった
のに対し，Field pea AI では，17.3％，28.6％であっ
た．これらのピークは，我々のトラマメAI（TAI）6）
の結果よりピーク 2 が M3X，ピーク 3 が M3FX
と考えられた．また，Field pea AI は，M5 と推定
されるピーク 4 が 9.3％と高かった． 
以 上 の 様 に Field pea AI と 元 の AI で あ る 
Tendergreen AI の構造異同を糖鎖構造について検
討した．Field pea AI では，種が異なるエンドウ
中であっても AI に糖鎖は付加されていた．即ち














遺伝子を導入した transgenic ﬁeld pea より AI を精
製し，元の AI と糖鎖構造を比較検討した．得ら
れた 2 つの AI とそれぞれのサブユニットについ
Fig.  3.  Fractionation of PA-oligosaccharides from α－ subunits （A） and β－ subunits （B） of Tendergreen AI and Field pea 
AI, respectively, by size-fractionation HPLC.
M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8 and M9 were authentic PA-oligosaccharides.










出した糖鎖を PA 化後サイズ分画 HPLC のパター
ン よ り 比 較 し た．α サ ブ ユ ニ ッ ト で は， 
Tendergreen AI は主要な糖鎖が M9 であったが，
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